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Wplyw agonistow i antagonistow cholinergicznych receptoréw M i N
na poziom GABA i aktywno§¢ GAD w mézdzku szczura

Biuanue arOHMCTOB M aHTArOHMCTOB XOJMHEPTrMUecKMux peuentopoB M u N
na yposeunb GABA 1 aktuBHOCTE GAD B MO3MXeUKe KPbICHI

The Influence of Agonists and Antagonists of Cholinergic M and N Receptors on
the GABA Level and GAD Actiyity in Rat Cerebellum

Kwas y-amindmaslowy (GABA) znajduje sie w duzych ilosciach w OUN i jest
glownym neuroprzekaznikiem hamujgcym (3, 6, 9, 11, 17). Odpowiada on zaréwno
za hamowanie pre-, jak i postsynaptyczne (3). Najwieksze ilo$ci  GABA, a takze
dekarboksylazy glutaminowej (GAD) stwierdzono w neuronach prazkowia, istoty
czarnej, podwzgérza, kory mézgu oraz w mézdzku (5, 9, 13). W tej ostatniej struk-
turze neuronami GABA-ergicznymi sg komoérki Purkinjego, hamujace czynnosé¢
glebokich jader\ moézdzku oraz komoérki pnia mézgu. Komérki Purkinjego sg z kolei
hamowane przez komoérki koszyczkowate, bedace réwniez komoérkami GABA-er-
gicznymi. Zmianie zawarfo$ci GABA w mozdzku towarzyszy zmiana zawarto$ci
¢-GMP w kierunku odwrotnym do GABA (13). Réwnocze$nie wykazano, ze ko-
moérki Purkinjego reaguja pobudzeniem na ACh. Badania ostatnich lat dostarczyty
dowodow interakcji miedzy ukladem cholinergicznym i GABA-ergicznym. Zjawisko
to jest stosunkowo dobrze poznane w obrebie ukladu pozapiramidowego oraz w ko-
rze mozgu (5, 7, 8, 9, 11, 15, 17). Stwierdzono tez, ze moézdzek posiada przede wszyst-
kim receptory cholinergiczne muskarynowe (M) i tylko niewielka ilo$é receptorow
nikotynowych (N) (12). Aktywacja os$rodkowych receptoréw M jest zwigzana ze
wzrostem ¢-GMP, co sugeruje, ze c-GMP spelnia role posrednika w funkcjonowaniu
receptorow M (9, 13). Poniewaz zmiany aktywno$ci neuronéw GABA-ergicznych
sg réwniez w Scistej korelacji z zawartoscig ¢c-GMP, wydaje sie interesujgce zba-
danie wplywu o$rodkowej stymulacji cholinergicznej na poziom GABA i aktywnos$é
GAD w mézdzku szczura.
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MATERIAEL I METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzono na szczurach, samcach, szczepu Wistar, o masie
ciala 160—220 g. Badane substancje rozpuszczano w wodzie ex tempore i podawano
dootrzewnowo (i.p.) w roinym czasie przed dekapitacja. Jedynie d-tubokuraryne
podawano dokomorowo (i.v.c.). Zwierzeta zabijano przez dekapitacje i mézgi natych-
miast umieszczano w zamrazarce w temp. —18°C, Z zamrozonych mézgbéw pobiera-
no moézdzek i oznaczano w nim poziom GABA i aktywnos¢ GAD metodg spektro-
fluorymetryczng Lowego i wsp. (10) w modyfikacji Suttona i Simmond-
sa (16). Uzyskane wyniki zestawiono w postaci $rednich i opracowano statystycz-
nie przy uzyciu t-testu Studenta. Grupy doswiadczalne liczyly po 12 zwierzat.

Stosowano nastepujace substancje i leki: siarczan atropiny (Polfa), chlorowa-
dorek pilokarpiny (Polfa), salicylan fizostygminy (Sandoz), chlorowodorek lobeliny
(Polfa), nikotyne (POCH), chlorowodorek mekamylaminy (Sandoz), d-tubckuraryne
(Orion), chlorowodorek fentolaminy (Regityne-Ciba), chlorowodorek propranololu
(Polfa).

STYMULACJA I BLOKOWANIE CHOLINERGICZNYCH RECEPTOROW M

Pilokarpine stosowano w dawkach 5 i 10 mg-kg—! 60 min. przed dekapitacja,
a fizostygmine w dawce 1,5 mg-kg—! 120 i 240 min. przed dekapitacjg. Atropine
stosowano w dawkach 0,2, 1 i 5 mg- kg 60 min. przed dekapitacjg. Stosowano tez
atropine w dawce 1 mg-kg~!, a po 30 min. stosowano pilokarpine 10 mg- kg1 lub
fizostygmine 1,5 mg-kg—!. Zwierzeta dekapitowano odpowiednio 60 lub 240 min.
od drugiej iniekcji.

STYMULACJA I BLOKOWANIE CHOLINERGICZNYCH RECEPTOROW N

Lobeling stosowano w dawkach 1 i § mg-kg— 15 i 30 min, w dawkach
10 mg-kg-! 15, 30, 60, 120 i 240 min. oraz w dawce 15 mg- kg1 30 min. przed de-
kapitacja. Nikotyne stosowano w dawkach 0,1 i 1 mg-kg—! 15, 30 i 60 min. przed
dekapitacjg. Mekamylamine stosowano w dawkach 2 i 5 mg-kg-! 60 min. przed
dekapitacjg. D-tubokuraryne stosowano i.v.c. w dawkach 0,5 i 1 pg/szczura 20 min.
przed dekapitacjg. Nastepnie badano wpilyw lgcznego stosowania lobeliny lub niko-
tyny z mekamylaming lub tubokuraryng. W tym celu stosowano mekamylamine
w dawce 2 mg-kg~! i po 45 min. podawano lobeline (5 mg-kg—!) lub nikotyne
(1 mg-kg-1). Podobnie stosowano tubokuraryne iv.c. w dawce 0,5 ug/szczura i po
5 min. podawano lobeline (5 mg-kg=1) lub nikotyne (1 mg-kg—?). Zwierzeta te za-
bijano po 15 min. od drugiej iniekcji.

STYMULACJA CHOLINERGICZNYCH RECEPTOROW N
1 BLOKOWANIE CHOLINERGICZNYCH RECEPTOROW M ORAZ NORADRENERGICZNYCH ¢ I [3

Atropine stosowano w dawce 1 mg-kg=! i po 45 min. podawano lobeling
5 mg- kg—! lub nikotyne (1 mg-kg-1). Fentolamine stosowano w dawce 20 mg-kg-!
i po 45 min. podawano lobeline (5 mg - kg=?) lub nikotyne (1 mg - kg!). Propranolol
stosowano w dawce 5 mg-kg-! i po 45 min. podawano lobeling (5 mg-kg~1) lub
nikotyne (1 mg-kg-!). Zwierzeta te dekapitowano po 15 min. od drugiej iniekcji.

\
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WYNIKI I DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze pilokarpina zastosowa-
na w dawkach 5 1 10 mg - kg™! obniza zawarto$¢ GABA w mozdzku. Zmia-
ny te nie wystepujg w przypadku wczesniejszego zablokowania recepto-
réw M przez atropineg, mimo Ze sama atropina w zadnej ze stosowanych
dawek nie wplywa na poziom tego neuroprzekaznika. Fizostygmina na-
tomiast pozostaje bez wplywu na poziom GABA w tej strukturze (tab. 1).
Réwnocze$nie wykazano brak wplywu obu tych substancji na aktywno$c¢
GAD. Fakt, Ze atropina antagonizuje dzialanie pilokarpiny jest dowo-
dem, ze do obnizenia zawartosci GABA dochodzi za posrednictwem cho-
linergicznych receptoréw M. Nalezy sadzi¢, ze w wyniku tej stymulacji
dochodzi do zwiekszenia aktywno$ci neuronéow GABA-ergicznych. Przy-
puszczenie to potwierdzajg dane literaturowe, ze stymulacja receptoréow
M w mézdiku powoduje wzrost zawartosci ¢-GMP, ktory z kolei znaj-
duje sie w odwrotnej korelacji z zawartoscia GABA (13). Brak dzialania
fizostygminy mozna tlumaczy¢ jej réznym od pilokarpiny mechanizmem
dzialania. Fizostygmina, jako inhibitor AChE, wywoluje stymulacje re-
ceptorow, zaréwno M, jak i N, i efekty przez niag wywolywane sg wy-
padkowg tego dzialania. Ponadto, jako zwigzek o znacznie wiekszej to-
ksycznosci, moze wywiera¢ dzialanie niespecyficzne, niecholinergicz-
ne (8, 10).

Wplyw lobeliny i nikotyny na poziom GABA jest wyraznie dwufazo-
wy, zalezny od dawki i czasu dzialania. Lobelina zastosowana w dawce

Tab. 1. Wplyw pilokarpiny, fizostygminy i atropiny na poziom GABA w mézdzku

szczura
Effect of pilocarpine, fizostigmine and atropine on the GABA level in the rat ce-
rebellum
Stosowane Poziom GABA y
zwigzki (?nziz;ls) w g/l g tkanki Kon‘;)rola
mg -+ kg-! i.p. : *SE
Kontrola ' 317 +12,6 100.
Pilokarpina 5 60 201 *28,0* 64
Pilokarpina 10 60 233 +21,0* 74
Fizostygmina 1,5 120 303 7,3 _ 96
Fizostygmina 1,5 240 205 *8,6 93
Atropina 1 60 298 +247 91
Atropina 5 60 287 140,2 90
Atropina 1 90 . ok
+Pilokarpina 10 60 283 1141 89
Atropina 1 180
+Fizostygmina 1,5 240 321 1165 101

* P<0,05 w porOwnaniu z kontrola.

*»*  P<0,05 w poréwnaniu z pilokarping.

* P<0.05 in comparison with control.

**  P<0.05 in comparison with pilocarpine.
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115 mg-kg™! 15 min. przed dekapitacjg zwieksza zawartos¢ GABA, na-
tomiast w dawkach wiekszych (10 .i 15 mg) oraz po dluzszym czasie
(30 min. i wiecej) zmniejsza te zawartos¢. Analogiczne dzialanie wywie-
ra nikotyna, ktéra zastosowana w dawce 1 mg-kg™1 15 min, przed deka-
pitacjg podnosi, a po 30 min. obniza poziom GABA w mézdzku (ryc. 1).
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Ryc. 1. Wplyw lobeliny (LOB) i nikotyny (NIC) na poziom GABA w mézdzku
Effect of lobeline (LOB) and nicotine (NIC) on the GABA level in the rat cere-
: bellum

A wiec zwigzki te zastosowane w dawkach, w ktorych wywierajg dzia-
lanie pobudzajace receptory N, powodujg wzrost zawartosci GABA w
mozdzku. Natomiast zniesienie impulsacji cholinergicznej przez zabloko-
wanie receptoréw N wywoluje efekty przeciwne. Mekamylamina zasto-
sowana w dawce 2 mg - kg™! pozostaje bez wplywu, natomiast w dawce
5 mg- kg™! rowniez obniza poziom GABA. Zastosowanie mekamylaminy
w dawce 2 mg-kg™! 45 min. przed podaniem lobeliny zapobiega wywo-
lywanym przez nig zmianom w poziomie GABA, pozostajgc bez wplywu
na dzialanie nikotyny. Stgeruje to, ze receptor cholinergiczny N w mézdz-
ku wywiera podobny jak w prgzkowiu wplyw na uklad GABA-ergicz-
ny (8). Stymula'cja tego receptora prowadzi do zmniejszenia aktywnosci
neuronéw GABA-ergicznych, objawiajgcego sie wzrostem jego zawartosci,
natomiast blokowanie tego receptora zmniejsza jego zawarto§é. Roznice
w dzialaniu miedzy lobeling i nikotyng mogg wynika¢ z réznic toksycz-
nosci obu tych zwigzkéw. Lobelina posiada bowiem czyste dzialanie niko-
tynowe, nikotyna natomiast poza dzialaniem na receptor N posiada swo-
iste, niecholinergiczne miejsca wigzania w OUN. Efekty tego dzialania sg
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znoszone przez analogi nikotyny, a nie przez zwiazki blokujace.receptory
cholinergiczne N (1, 2, 4). Tym tez mozna tlumaczyé¢ fakt, ze mekamyla-
mina zapobiega zmianom w poziomie GABA wywolywanym przez lobe-
line, nie znosi natomiast wplywu nikotyny. Jednakze tubokuraryna, zwig-
zek blokujgcy receptory N typu miesniowego, zastosowana i.v.c. w dawce
0,5 ug/szczura 45 min. przed i.p. podaniem lobeliny lub nikotyny znosi
dzialanie obu tych substancji, mimo ze sama w zadnej ze stosowanych
dawek nie wplywa na poziom tego neuroprzekaznika (tab. 2). '

Tab. 2. Wplyw lobeliny, nikotyny, mekamylaminy i tubokuraryny na poziom GABA
i w mézdzku szczura

Effect of lobeline, nicotine, mecamylamine and tubocurarine on the GABA level in
the rat cerebellum

Poziom GABA

Stosowane Droga Czas .. Kontrola
zwigzki podania (min.) w pg/ ligékanln

Kontrola 308 13,2 100
Liobelina

5 mg-kg-! i.p. 15 370 £15,6* 120
Nikotyna

1 mg-kg! ip. 15 369 18,6* 119
Mekamylamina

2 mg - kg1 i.p. 60 313 18,1 101
Mekamylamina

5 mg- i{g" i.p. 60 268 18,8* 87
Mekamylamina 2 s 60
+Lobelina 5 i.p. 15 286 +14,1** 93
Mekamylamina 2 . 60 «
+Nikotyna 1 i.p. 15 356 16,3 115
Tubokuraryna :

0,5 ug iv.c. 20 302 *+10,2 ' 98
Tubokuraryna

1ug ' i.v.c. 20 296 8,3 96
Tubokuraryna

0,5 pug iv.c. 20 . -
+Lobelina 5 i.p. 15 292 £10,9* 9
Tubokuraryna

0,5 ug iv.c. 20 -
+Nikotyna 1 ip. 15 304 19,0 98

* P<0,05 w poréwnaniu z kontrola.

*»*  P<0,05 w poréwnaniu z lobeling lub nikotyna.
* P<0.05 in comparison with control.

**  P<0.05 in comparison with lobeline or nicotine.

Wydaje sie wiec, Ze receptory cholinergiczne N typéw zwojowego
i mieSniowego odgrywaja podobng role w mézdzku, mimo réznej ich wraz-
liwosci w stosunku do poszczegélnych zwigzkéw. Badania Abooda i wsp.
(1) sugeruja, ze oSrodkowy receptor cholinergiczny N moze, zaleznie od
konfiguracji przestrzennej, wigzaé¢ sie z roéznymi ago- i antagonistami
swoistymi na obwodzie dla receptoréow N typu zwojowego lub mig$nio-
wego, a tylko stopien powinowactwa w tych wigzaniach moze byé rézny.
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Ponadto ago- i antagonisci receptora M, jak atropina czy oksotremoryna,
mogg réwniez, chociaz w mniejszym stopniu, ubiega¢ sie o miejsce wig-
zania z tym receptorem (14). Przeprowadzone w niniejszej pracy badania
wykazaly, ze atropina, zastosowana w analogicznym ukladzie doswiadczal-
nym jak mekamylamina, zapobiega zmianom w poziomie GABA wywoly-
wanym przez nikotyne, nie zmienia zas wplywu lobeliny na ten poziom.

Zablokowanie receptoréw noradrenergicznych a przy- uzyciu fentola-
miny (20 mg - kg™!) nie zmienia wplywu lobeliny czy nikotyny na uklad
GABA-ergiczny, natomiast zablokowanie receptoréw noradrenergicznych
B przy uzyciu propranololu (5 mg- kg 1) zapobiega zmianom wywolywa-
nym przez obydwa te zwigzki. Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze sty-
mulacja cholinergicznych receptorow N poza dzialaniem bezposrednim
moze wywieraé wplyw poSredni na poziom GABA poprzez receptory no-
radrenergiczne fi.

Wplyw badanych zwigzkéw na aktywnosé¢ GAD jest malo charakte-
rystyczny. Wykazano, ze nikotyna w niewielkim stopniu zmniejsza ak-
tywnos¢ tego enzymu, przy czym zmianom tym mnie zapobiega wczes$niej-
sze stosowanie mekamylaminy, tubokuraryny czy atropiny. Ponadto me-
kamylamina i tubokuraryna, stosowane same w dawkach odpowiednio
5 mg-kg™!i 1 pg/szczura, rowniez zmniejszajg aktywnos¢ GAD, a w po-
zostalych dawkach pozostajg bez wplywu na te aktywno$¢. Roéwniez
zwigzki pobudzajgce -cholinergiczne receptory M, tj. pilokarpina i fizo-
stygmina, nie zmieniajg aktywnosci enzymu w stosowanych dawkach. Nie
ma wiec korelacji miedzy aktywnoscia GAD a poziomem GABA pod wply-
wem badanych zwigzkoéw. Przyczyng tego mogag byé¢ zmiany aktywnoSci
GABA-T, enzymu odpowiedzialnego za rozklad GABA. Enzym ten jest
bowiem bardzo labilny, ulega inaktywacji w warunkach hipoksji oraz pod
wplywem licznych czynnikéw toksycznych (5, 7). !

Wnioski

1. Stymulacja cholinergicznych receptoréw M powoduje w moézdzku
zmniejszenie zawartosci GABA, przy czym zmianom tym zapobiega
atropina.

2. Stymulacja cholinergicznych receptorow N powoduje wzrost zawar-
tosci GABA, przy czym wplyw na uklad GABA-ergiczny moze odbywac
sie bezposrednio oraz posrednio z udzialem receptoréw cholinergicznych
M oraz noradrenergicznych .

3. Poziom GABA nie zalezy Wyiaczme od aktywnosci GAD i stopnia
nasilenia syntezy.
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PE3IOME

B uccienoBaHMAX INPOBEACHHBIX HA Kppicax IuTaMma Bucrap [0Ka3aHO, 4TO
cTvMyaAnus M XOauHepPrMYeCcKUX PeLeNnTOpOB OUJOKAPIMHOM BBHI3BLIBAET IMIOHMIKEHUE
yposua GABA B MO3XKeuKe, OTHM M3MEHEHMS IpeJlOTBpalljaeT aTponyuH. CTuMyJaimsa
N xoamHeprMyeckMx peLenTopoOB JI00eNMHOM M HMKOTMHOM BBI3LIBAaeT IIOBBIIIEHUE
cogepxauua GABA. DTu nu3MeHeHusa NPEROTBPANIAIOT: MeKaMMJIaMHuH, TyOORypapuH,
M YACTUYHO aTPOIIMH M [PONPAHOJOJN.

IMonyueHHble Pe3yJbTAaTHI IOKA3BLIBAKOT, YTO CTUMYJAAIMA M XOJAMHEPrUYECKUX
peLenTopoB MMeeT HenocpeAcCTBeHHOe BAMAHME HA GABA-epruyeckyl CHUCTEMY MO3-
KEUKa, a CcTuMyaauus N XOIMHEPrMYeCKMX pPeLeNTOPOB MMEeT HeIIOCDEACTBEHHOe
M NOCPeJCTBeHHOE BJIMAHME, €CJM YJacTByeT peuentop M M ajpeHeprM4YecKuit pe-
uentop f. Bauaxue Mccne,moaaknmx CPeACTB HAa AKTMBHOCTE GAD saBIseTcA Malo
xapakTepucTuyeckuM. He 70Ka3aHO OTYETIMBOM KODPENSIMM MEKAY AaKTUBHOCTHIO
GAD u ypoeaeM GABA B MO3XeuKe.

SUMMARY

The experiments with the rats of Vistar strain showed that the stimulation
of central cholinergic M receptors by pilocarpine diminished the GABA level in
the cerebellum. Atropine was found to prevent the effect of pilocarpine. The
stimulation of cholinergic N receptors increased the GABA level in the cerebellum.
The effects of lobeline and nicotine could be prevented by pre-treatment of me-
camylamine, tubocurarine and, to a certain degree, by atropine and propranolol.
The results of the examinations suggest that the stimulation of M receptors has
a direct effect on the GABA-ergic system, while the stimulation of the N receptors
has both direct and indirect effects with the participation of M receptor and
B-adrenergic receptor. All the cholinergic stimulants have been shown to possess
non-characteristic effects on the GAD activity. There was no strict correlation
between the GAD activity and the GABA level. '
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